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RESUMO 
 
Introdução: O processo de cicatrização envolve fenômenos bioquímicos e 
fisiológicos e qualquer desequilíbrio pode acarretar em alterações da 
cicatriz. Objetivo: Avaliar a Terapia Laser de Baixa Intensidade pré-
incisional na cicatrização em pele de ratos. Métodos: Foram utilizados 90 
ratos, distribuídos em três grupos: Grupo Simulação (GS); Grupo Laser 
Vermelho (GLV) e Grupo Laser Infravermelho (GLIV). Os grupos foram 
subdivididos em três subgrupos, correspondentes ao 3º, 7º e 14º dias de 
avaliação. Foi realizada uma ferida incisional no dorso do animal, contendo 
3cm.  O GS não recebeu tratamento, GLV e GLIV foi utilizada uma 
energia de 60J por ponto, totalizando três pontos de aplicação, com tempo 
600s. As amostras foram coletas do terço médio da cicatriz e logo após 
foram  coradas por hematoxilina-eosina para identificação de vasos, azul de 
toluidina para mastócitos e picro sirus para colágeno total. Resultados: 
Não houve diferença significante com relação à quantidade de vasos e 
mastócitos entre os grupos e períodos avaliados. Houve diferença 
significante na avaliação de picro sirus, onde o grupo GS 14º apresentou 
uma concentração maior de colágeno total quando comparado a GS3º e 
GS7º. Já os grupos GLV e GLIV 14º apresentaram uma diminuição do 
colágeno total quando comparado ao GS14º. Conclusão: A Terapia Laser 
de Baixa Intensidade pré-incisional diminui a quantidade de colágeno total.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
O processo de cicatrização envolve fenômenos bioquímicos e 
fisiológicos que interagem para que ocorra a reparação tecidual 
(MANDELBAUM, SANTIS, MANDELBAUM, 2003; EMING, KRIEG, 
DAVIDSON, 2007; GURTNER et al., 2008; FERREIRA et al., 2009). 
Qualquer desequilíbrio nessa cascata de eventos pode acarretar em retardo 
da cicatrização, como a formação de úlceras (KAVROS, MILLER, 
HANNA, 2007; BRANDI et al., 2010) ou exacerbação dessas, resultando 
em cicatrizes fibroproliferativas (HOCHMAN et al., 2005; ROBLES & 
BERG, 2007; KÖSE & WASEEN, 2008; FERREIRA et al., 2010; LEV-
TOV et al., 2013). 
Ao longo de três décadas, os recursos biofísicos, tais como campos 
eletromagnéticos, ultrassom e Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT, 
Low Level LaserTherapy),  são utilizados a fim de modular o processo de 
cicatrização (HAWKINS & ABRAHAMSE, 2006; CORAZZA et al., 
2007; BRANDI et al., 2010). A LLLT, nos espectros vermelho (630 a 
690nm) e infravermelho (780 a 980nm), apresenta efeitos estimulatórios 
nas funções celulares (PEPLOW, CHUNG, BAXTER, 2010; ANDRADE, 
CLARK, FERREIRA, 2014),  nomeado por “fotobioestimulação”, é 
utilizado no tratamento de uma série de condições, incluindo lesões de 
tecidos moles, feridas graves, dor crônica, entre outros (LUBART et al., 
2005). A utilização desse agente biofísico em diferentes comprimentos de 
onda e doses pode influenciar no efeito estimulatório (baixa energia) ou 
inibitório (alta energia) (EVANS & ABRAHAMSE, 2008).  
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Há poucos estudos com foco nos efeitos inibitórios, a investigação 
desses efeitos, entretanto, seria de grande valia no futuro para o tratamento 
de cicatrizes fibroproliferativas, que caracterizam-se pela hiperprodução de 
fibras colágenas e, secundariamente, pela hiperplasia de fibroblastos 
(WEBB & DYSON, 2003; MOORE et al., 2005; HOCHMAN et al., 2012; 
HOCHMAN et al., 2014; LEV-TOV et al., 2013). 
Recentemente, os pesquisadores voltaram-se à investigação da 
LLLT, utilizando alta energia, o que levaria a uma possível reorganização 
parcial ou total do tecido (KARU, PYATIBRAT, KALENDO, 1995).  A 
literatura relata que repetidas exposições a doses mais elevadas (16J/cm2) 
causa tensão adicional que ocasionará uma redução da migração celular, da 
viabilidade celular, da atividade da adenosina trifosfato (ATP), da inibição 
da proliferação celular de fibroblastos e da apoptose celular (HAWKINS & 
ABRAHAMSE, 2006; EVANS & ABRAHAMSE, 2008; PEPLOW, 
CHUNG, BAXTER, 2012). Além disso, a reduzida disponibilidade de ATP 
resulta em falhas de geração de potenciais de ação e na interrupção da 
condução nervosa (CHOW et al., 2011).  Entretanto, as mudanças nos 
níveis de ATP e na estimulação dos fotorreceptores pela LLLT na cadeia 
respiratória mitocondrial não estão bem estabelecidas, sendo alvo de várias 
discussões.  
Ademais, a maioria dos resultados encontrados é advinda de estudos 
in vitro, que (utilizando a fototerapia de baixa intensidade, em alta energia) 
relataram a inibição do metabolismo celular, apoptose, inibição da 
proliferação de fibroblastos, no espectro vermelho e infravermelho, sem 
alteração na viabilidade celular (SHU et al., 2002; WEBB & DYSON, 
2003; HOURELD & ABRAHAMSE, 2008; BONATTI et al., 2011; LEV-
TOV et al., 2013-a; LEV-TOV et al., 2013-b). A correlação dos resultados 
I n t r o d u ç ã o  | 4 
 
encontrados em estudos in vitro e a alteração no estado homeostático da 
pele antes de uma lesão poderiam influenciar tanto a intensidade quanto a 
qualidade da fase de inflamação neurogênica e, por conseguinte, alterar o 
processo de cicatrização de feridas (HOCHMAN et al., 2014). Desta 
maneira, BORBA et al.(2011) realizaram um estudo in vivo para avaliar a 
ação da estimulação elétrica pré-incisional na cicatrização de feridas em 
ratos, observando aumento de vasos e de fibroblastos além da diminuição 
de colágeno tipo III durante o processo de cicatrização.  
Portanto, os dados encontrados na literatura em relação ao efeito 
bioinibitório da LLLT nos modelos in vitro, somados à escassez de estudos 
in vivo, surgiram questionamentos no sentido de elucidar o comportamento 
da LLLT aplicada previamente a uma incisão, bem como sua possível 
biomodulação do processo de cicatrização.  
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2. OBJETIVO 
 
 
 
 
 
 
 Avaliar a Terapia Laser de Baixa Intensidade pré-incisional na 
cicatrização em pele de ratos 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LITERATURA 
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3. LITERATURA 
 
 O presente capítulo está subdivido em três tópicos: LLLT com alta 
energia em estudos in vitro; LLLT com alta energia em estudos in vivo e 
agentes biofísicos na pele íntegra e no pré-incisional.  
  
3.1 LLLT com alta energia em estudos in vitro 
 
 LEE et al. (1994) compararam a  sensibilidade de fibroblastos de 
pele normal e de fibroblastos de queloide em relação à irradiação. Os 
fibroblastos foram obtidos a partir de cinco amostras de queloide e de 
cinco amostras de pele de indíviduos normais, como controles, com idade 
variável entre 20 e 37 anos.  Conforme o aumento da dose de irradiação, o 
número de células viáveis em grupos irradiados foi notavelmente 
diminuído, de forma exponencial, sem nenhuma diferença significante 
entre as linhagens de células normais e de queloides. Os autores 
concluíram que tanto fibroblastos de pele normal, quanto fibroblastos de 
queloide são sensíveis a x-irradiação, e que a expressão do gene da matriz 
extracelular também é afetada por essa exposição. 
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SHU et al. (2002) verificaram o efeito inibitório do  laser de He-Ne 
(Hélio-Neônio) de 632,8nm em cultura de fibroblastos de cicatrizes  
hipertróficas. As células foram obtidas de cinco pacientes (três homens e 
duas mulheres) com idade entre 14 e 38 anos, portadores de cicatrizes 
hipertróficas com período de 8 a 24 meses. Os autores constataram que 
aplicações repetidas (3 a 5 vezes) com a densidade de energia (DE) de 180 
J/cm2 resultaram em diminuição do número total de fibroblastos, em 
comparação aos respectivos controles. 
 
 
WEBB & DYSON (2003), investigaram o efeito da LLLT de 880 
nm em fibroblastos de cicatrizes hipertróficas e de pele. As amostras foram 
obtidas a partir de biópsias de cicatrizes hipertróficas e pele adjacente de 
mulheres chinesas de 20 anos de idade submetidas à cirurgia de correção de 
cicatriz nas regiões de ombro e pescoço. Foi observado que o número de 
fibroblastos de cicatrizes hipertróficas que receberam DE 2,4 J/cm2 foi 
significantemente e menor no quinto dia, em relação ao controle, e que o 
número de fibroblastos de pele irradiados com ambas as doses foi menor no 
quarto e quinto dia. Os autores concluíram que (em função das células de 
pele também terem sido inibidas) o comprimento de onda estudado não 
deve ser utilizado para cicatrização de úlceras, mas que poderia vir a ser 
uma alternativa no tratamento de cicatrizes hipertróficas (de acordo com 
futuros estudos).  
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 EVANS & ABRAHAMSE (2008) avaliaram se a dose e/ou 
comprimento de onda influencia nas respostas biológicas de fibroblastos 
irradiados in vitro, uma hora após a irradiação do laser. Os resultados 
indicaram que a dose de 5 J/cm2 com 632,8 nm resultam em um efeito 
estimulante que é mais eficaz do que 830 e 1064 nm. Os resultados 
sugerem que a dose de 16J/cm2 pode ter um efeito inibitório, reduzindo a 
proliferação celular prematuramente. Os autores concluíram que a dose  
determina o efeito estimulatório ou inibitório, mas também demonstram 
claramente que o comprimento de onda pode influenciar na resposta 
celular.  
 
BONATTI et al. (2011) quantificaram os fibroblastos de queloide 
após irradiação com LED azul 470nm, in vitro. Os fibroblastos de queloide 
e pele adjacente foram obtidos a partir de seis pacientes. Os autores 
concluíram que houve uma redução no número de fibroblastos da pele 
adjacente irradiados com LED azul 470nm na dose de energia de 18 J em 
comparação com os irradiados a uma dose de energia 6J. Não houve 
mudanças nos fibroblastos de queloide contados em qualquer das doses 
aplicadas 24 h após a irradiação. 
 
LEV-TOV et al. (2013) investigaram o efeito do Diodo Emissor de 
Luz (LED, Light Emitting Diode)  vermelho na proliferação de fibroblastos 
e viabilidade em pele humana. Os autores verificaram que todas as DE 
inibiram a proliferação dos fibroblastos em relação ao controle. O grupo 
com DE 640 J/cm2 apresentou um decréscimo na viabilidade quando 
comparado ao grupo controle e placa de controle da bancada.  O efeito foi 
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dose-dependente: quanto maior a densidade de energia, maior a inibição da 
multiplicação celular. Os autores ressaltaram o uso da LLLT, no 
comprimento de onda vermelho, como uma possível alternativa para 
tratamento de cicatrizes fibroproliferativas. 
 
LEV-TOV et al. (2013) investigaram o efeito do LED 
infravermelho em fibroblastos de pele humana. Foi verificado que todas as 
densidades de energia inibiram a proliferação dos fibroblastos em relação 
ao controle. O efeito foi dose-dependente: quanto maior a densidade de 
energia, maior a inibição da multiplicação celular. Os autores ressaltaram o 
uso da LLLT, no comprimento de onda infravermelho, como uma possível 
alternativa para tratamento de cicatrizes fibroproliferativas. 
 
3.2 LLLT com alta energia em estudos in vivo 
 
PEREIRA et al. (2010) avaliaram o processo inflamatório agudo, 
bem como o comportamento do mastócitos e da resposta vascular sob a 
influência do laser em feridas cutâneas. Os autores observaram que é 
possível uma amplificação do processo inflamatório agudo durante as 
primeiras horas após o procedimento cirúrgico em ratos submetidos à 
terapia laser de 670 nm, com 4J/cm2. 
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HOCHMAN et al. (2014) investigaram o efeito da LLLT e o LED 
com Peptídeo Relacionado com o Gene da Calcitonina (CGRP) e 
substância P (SP) na secreção na pele de rato saudável. Foi observado a 
presença de SP no Grupo Laser infravermelho, não houve diferença na 
secreção CGRP entre os grupos.  Os autores concluíram que o LLLT no 
espectro infravermelho (808 nm), com única aplicação de 40J, aumenta a 
secreção de neuropeptídeo SP na pele de rato saudável. 
 
 
BONATTI et al. (2013)  investigaram a  ação da terapia a laser de 
baixa intensidade (808nm) em alta e baixa dosagem na cicatrização de 
ferida incisional em pele de ratos. Os autores observaram que o retardo 
óptico (RO) foi maior nos grupos de baixa (GB) e grupo de alta (GA), 
independentemente do dia de coleta em relação ao grupo simulação (GS). 
A quantidade de fibroblastos, vasos e tecido de granulação foi reduzida nos 
grupos com amostra coletada no 14° dia em relação aos grupos com 
amostra coletada no 7° dia. A quantidade de colágeno tipo I reduziu em 
todos os grupos, independente do dia de coleta. A quantidade de colágeno 
tipo III reduziu no 14° dia no GA. Os autores concluíram, portanto, que a 
LLLT, nas doses de 1,5 e 60J, reduziu fibroblastos, vasos e tecido de 
granulação no 14° dia, aumentou o RO da cicatriz e pele adjacente, bem 
como reduziu a quantidade de colágenos tipos I e III no 14° dia com a dose 
de 60 J. 
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3.3 Agentes biofísicos na pele íntegra e no pré-incisional 
 
 VISNARDI et al. (2007) avaliaram a eficácia do ultrassom de baixa 
intensidade no colágeno da pele sadia de ratos. As amostras de pele foram 
obtidas a partir de 15 ratos, que foram divididos aleatoriamente em 3 
grupos (com 5 animais, cada): Grupo Ultrassom, Grupo Placebo e Grupo 
Controle. Foram realizadas 10 aplicações consecutivas, com intervalo de 2 
dias após a quinta aplicação, na pele do dorso dos animais durante 10 
minutos. Os autores concluíram que o ultrassom de baixa intensidade, nas 
condições estudadas, altera a organização das fibras de colágeno na derme, 
de maneira mais acentuada na camada reticular, promovendo uma 
desorganização dessas fibras. 
 
 DE BEM et al. (2010) avaliaram as  possíveis alterações histológicas 
e morfométricas do tecido sadio in vivo de ratos Wistar irradiados com 
diferentes intensidades de ultrassom. Os autores concluíram que o 
ultrassom em doses maiores promove alterações na epiderme e derme  
(respectivamente), o aumento da espessura, além da proliferação com 
adelgaçamento das fibras colágenas, o que alerta para possíveis 
implicações do uso do ultrassom em estética.  
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BORBA et al. (2011) avaliaram a estimulação elétrica no pré-
operatório, na cicatrização em pele de ratos. Os autores concluíram que a 
estimulação elétrica com polaridade positiva no pré-operatório altera 
positivamente a angiogênese e a proliferação de fibroblastos. Estes efeitos 
levam a uma gama de possibilidades, a serem exploradas, para a modulação 
da cicatrização de feridas (inicialmente no procedimento cirúrgico e, 
futuramente, poderá evitar cicatrizes atróficas e deiscência de sutura). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
METÓDOS 
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4. MÉTODOS 
 
 
4.1 Desenho de Pesquisa 
 
Trata-se de um estudo primário, experimental, intervencional, 
aleatorizado e controlado. Os experimentos tiveram início após liberação 
do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de São 
Paulo (UNIFESP) sob o n° 0070/12 (Anexo 1).  
 
4.2 Amostra 
 
Foram utilizados 90 ratos (Rattus norvegicus: albinus, Rodentia, 
Mammalia), machos, adultos, com oito semanas de idade, massa corpórea 
de 250g a 320g, da linhagem Wistar EPM-1, oriundos do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia 
(CEDEME) da UNIFESP. Os procedimentos experimentais foram 
realizados no Laboratório de Cirurgia Experimental da disciplina de 
Cirurgia Plástica da UNIFESP. Os animais foram acondicionados em 
gaiolas individuais de polipropileno, em ambiente higienizado, recebendo 
água ad libitum e ração própria, com ciclo claro-escuro de 12 horas e 
temperatura constante de 22° C. 
 
4.3 Delineamento experimental 
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A massa corpórea dos 90 animais foi aferida previamente ao início 
do estudo. A randomização foi realizada por meio do site 
www.randomization.com, sendo que todos os animais foram submetidos ao 
procedimento correspondente a cada grupo experimental (Apêndice 1). Os 
animais foram distribuídos em três grupos, com 30 ratos, cada: Grupo 
simulação (GS) no qual foi realizada a simulação da aplicação do laser, 
com o aparelho desligado e posteriormente foi realizada uma incisão no 
dorso do rato; Grupo Laser Vermelho (GLV) o qual foi realizada a 
aplicação do laser vermelho e posteriormente uma incisão no dorso do rato; 
Grupo Laser Infravermelho (GLIV) no qual foi realizada a aplicação do 
laser infravermelho e, posteriormente, uma incisão no dorso do rato; cada 
grupo supracitado foi subdividido em três subgrupos contendo 10 ratos, 
cada, que foram avaliados em três tempos (3°, 7° e 14° dias, 
respectivamente) (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 Figura 1 - Fluxograma da distribuição dos grupos e subgrupos.   
                          
Grupo simulação (GS): simulação da irradiação laser com o 
equipamento desligado, durante cinco dias consecutivos, previamente à 
incisão cutânea no dorso do rato; 
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Grupo Laser Vermelho (GLV): irradiação laser de comprimento de 
onda de 603nm de Alumínio Gálio Índio Fósforo (Al-Ga-Inp), com 
100mW de potência e energia total de 60J, durante cinco dias consecutivos, 
previamente à incisão cutânea; 
Grupo Laser Infravermelho (GLIV): irradiação laser de 
comprimento de onda de 808nm de Alumínio Gálio Índio Fósforo (Al-Ga-
Inp), com 100mW de potência e energia total 60J, durante cinco dias 
consecutivos, previamente à incisão cutânea; 
 
4.4 Procedimento de anestesia  
 
Os animais foram anestesiados com injeção intraperitonial, utilizando 
Cloridrato de Quetamina (100mg/kg), da marca DOPALEN Injetável 
(10ml) associado a Cloridrato de Xilazina (50mg/kg), da marca 
ANASEDAN Injetável (10ml), previamente estabelecida, em doses 
correspondentes à massa corporal de cada animal. Para a aplicação destes, 
foram utilizadas uma seringa de 1ml e agulha hipodérmica de 4,5x13mm, 
da marca Injex Indústrias Cirúrgicas (Ourinhos – SP/Brasil).  
 
 
4.5 Procedimento pré-operatório dos animais 
 
 
No plano anestésico, os animais foram posicionados em prancha 
cirúrgica, logo após, foi demarcado um retângulo com auxílio de gabarito 
de acetato (4 x 6cm) (Figura 2a) e caneta dermográfica a partir da linha 
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transversa interescapular superior, em sentido crânio-caudal (L1). Além 
disso, foi demarcada, durante os cinco dias consecutivos do experimento, 
uma linha longitudinal na região inferior da coluna do animal (L2). Em 
seguida, foi realizada a epilação digital (Figura 2b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Após a epilação do dorso do animal, foi utilizado outro gabarito de 
acetato (2 x 5cm), contendo três aberturas de 3mm, equidistantes de 1cm 
(Figura 3a). O gabarito foi posicionado no dorso do animal de modo que 
coincidisse com os pontos de irradiação: um ponto a cada 1cm, a partir de 
0,5cm das extremidades, de modo que cada um ficasse no ponto médio 
entre os pontos de sutura (Figura 3b). 
 
 
 
 
Figura 2a – Gabarito de acetato (4x10cm) 
Figura 2b – Região dorsal do animal após epilação digital.  
 Representação da L1 e L2 demarcadas no experimento. 
 
 
 
 
2
b 
2b 
L1 
L2 
 2a  2b 
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4.6 Equipamento 
 
 
Foi utilizado o aparelho emissor laser Thera Lase® da DMC 
Equipamentos Ltda. (São Carlos – SP/ Brasil), com comprimento de onda 
de 603nm e 808nm de Al-Ga-Inp, com potência de 100 mW, com área de 
secção transversal do feixe de 0,028cm2, feixe contínuo e fibra óptica 
(Figura 4). O aparelho foi aferido antes da fase experimental e, ao término 
da mesma, em instituição credenciada (Anexo 2). 
 
 
 
 
 
 
Figura 3a – Gabarito de acetato (2x5cm), contendo três aberturas de 3 mm,  
equidistantes de 1cm. 
Figura 3b – Demarcação dos pontos de aplicação dos grupos GS, GLV e GLIV. 
 
L1 
L2 
3cm 
 3b 
 1cm 
 3a 
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Figura 4 – Aparelho emissor de 
irradiação laser de baixa 
intensidade de 603nm e 808nm 
(AlGaInp). 
Figura 5a – Suporte para aplicação da 
LLLT. 
Figura 5b – Aplicação da LLLT 
no grupo GLV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.7 Aplicação da LLLT  
 
 
Após o posicionamento do animal e do gabarito, a caneta do laser foi 
colocada no suporte, de modo que permanecesse imóvel durante o 
procedimento (Figura 5a). A ponteira da caneta do laser foi envolvida por 
filme plástico de policloreto de polivinila (PVC), trocado após a irradiação 
em cada animal (Figura 5b). 
 
 
 
 
 
5a 5b 
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A aplicação da LLLT foi realizada de modo pontual, com contato e 
perpendicular à incisão, utilizando uma DE: 2143J/cm2, t: 600s, E/por 
ponto: 60J e E/total: 180J, para os grupos GLV e GLIV. No grupo GS, foi 
utilizado t:600s com o equipamento desligado (Quadro 1).  
 
PARAMÊTROS GS GLV GLIV 
Energia/ponto (J) 0 60 60 
DE (J/cm2) 0 2143 2143 
t (s) 600 600 600 
E (J) 0 180 180 
Quadro1 - Parâmetros utilizados em cada grupo, para irradiação por ponto. 
E: Energia total; DE: Densidade de Energia; t: tempo; GS: Grupo 
Simulação; GLV: Grupo Laser Vermelho; GLIV: Grupo Laser 
Infravermelho. 
 
 
Em todos os grupos, a aplicação do laser foi realizada no centro dos 
três pontos, que foram padronizados previamentes com gabarito de acetato, 
sendo demarcados a cada 1cm, a partir de 0,5cm da extremidade cranial até 
0,5cm da extremidade caudal, de maneira que o local de irradiação fosse o 
ponto médio entre cada ponto de sutura, conforme descrito. 
Como o equipamento possui densidade de energia máxima de 999 
J/cm2, foi realizado cálculo com o intuito de que o tecido recebesse 
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adequadamente a dose de energia: foram acionados três disparos em cada 
ponto com DE de 714J/cm2, que equivalem ao tempo de 10 minutos e 
energia de 20 J. Para que o pesquisador acompanhasse a irradiação, foi 
utilizado um papel para anotação, relacionando cada ponto e o número de 
disparos realizados. 
As aplicações, de acordo com os respectivos grupos, foram realizadas 
após um minuto da demarcação adotada, durante cinco dias consecutivos 
prévios à incisão cutânea. Foram realizadas a cada 24 horas, sempre no 
período matutino, pelo mesmo pesquisador. 
 
 
4.8 Procedimento de Incisão cutânea 
 
 
Após 24 horas do último dia de tratamento, no 6° dia, a partir de 
outro gabarito de acetato (2 x 3cm), foi demarcada a linha de incisão e dos 
pontos de sutura, com caneta dermográfica (Figura 6a). Na incisão, com 
comprimento de 3cm, foram delimitados pontos equidistantes de 1cm a 
partir das extremidades, e entre si, para a realização da sutura. Com auxílio 
de um bisturi, com lâmina nº11 estéril, foi realizada a incisão no sentido 
crânio-caudal, na linha mediana dorsal, sobre a linha traçada acima 
descrita, incluindo pele e panículo carnoso até a fáscia muscular (Figura 
6b). A hemostasia foi realizada com suave manobra de compressão com 
gaze estéril seca. Em seguida, a incisão foi suturada por ponto simples com 
fio monofilamentar de náilon 4-0, de forma previamente padronizada  
(Borba et al., 2011; Bonatti et al., 2013). Ao final do procedimento, foi 
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realizada em todos os ratos analgesia com cloridrato de tramadol (5mg/kg). 
Não houve qualquer tipo de curativo para este procedimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.9 Coleta de tecido para análise 
 
As amostras foram coletadas no 3°, 7° e 14° dia, de acordo com os 
respectivos grupos. No dorso dos animais, com auxílio de gabarito de 
acetato (3x5cm), no qual foi feita uma abertura em forma de retângulo com 
as medidas da amostra a ser retirada (1 x 2cm) e feita uma marcação no 
ponto médio do lado maior do retângulo de modo a coincidir com a cicatriz 
(Figura 7a). O gabarito foi posicionado no dorso do animal e, com caneta 
dermográfica, foi demarcada a área de coleta de tecido (Figura 7b), que 
correspondeu ao terço médio da cicatriz abrangendo 1cm de tecido 
cicatricial e 2cm de pele adjacente (1cm de cada lado). Com auxílio de 
Figura 6a: Demarcação no dorso do animal, com gabarito de 
acetato e caneta dermográfica de incisão com 3cm, e dos 
pontos de sutura equidistantes de 1cm, entre si, a partir das 
extremidades. 
Figura 6b: Incisão de 3cm no dorso do animal contendo dois 
pontos equidistantes de 1cm. 
 6a  6b 
M é t o d o  | 25 
 
bisturi, a área tecidual correspondente ao terço médio da cicatriz e pele 
adjacente foi retirada (incluindo tecido cicatricial e dérmico em toda sua 
profundidade). 
 
                                                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Após obtenção dos tecidos, os animais foram submetidos à morte 
induzida com hiperdosagem da mistura anestésica via intraperitoneal com 
cloridrato de quetamina (1g/Kg) e cloridrato de xilazina (500mg/Kg), 
seguida de secção dos grandes vasos cervicais. 
 
 
4.10 Preparo das amostras de tecido para análise histológica  
 
 
Figura 7a: Demonstração do gabarito de acetato (3x5cm), 
contendo uma abertura em forma de retângulo com as 
medidas da amostra a ser retirada (1x2cm). 
Figura 7b: Gabarito posicionado para delimitar a área de 
coleta de tecido cicatricial e pele adjacente, compreendidos 
no terço médio da cicatriz.  
 7a  7b 
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8a. Amostra fixada com alfinete colorido e mantida em formol 
tamponado 10%, logo após a retirada. 
8b. Cassete histológico identificado com número do animal e dia de 
coleta para alojar a amostra coletada. 
8c. Frasco contendo formol tamponado a 10% para armazenamento das 
amostras. 
 
As amostras das cicatrizes cutâneas foram fixadas por meio de 
alfinetes coloridos, em que cada cor correspondia ao número do respectivo 
animal (Figura 8a). As amostras permaneceram imersas em formol 
tamponado a 10% por 40 minutos. Em seguida, os tecidos foram retirados 
da borracha e alocados separadamente em grades k-7 identificadas (Figura 
8b), que permaneceram armazenadas em frascos de coleta individuais com 
solução de formaldeído a 10% (Figura 8c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As amostras coletadas foram enviadas ao laboratório da disciplina de 
Anatomia Patológica do Departamento de Morfologia da UNIFESP para 
confecção das lâminas histológicas. O material coletado foi processado 
histologicamente conforme protocolo do Laboratório de Patologia da 
UNIFESP e emblocado em parafina. De cada bloco de parafina, foram 
feitos cortes histológicos, montados em lâminas histológicas, previamente 
silanizadas (Organosilano, Sigma). Os cortes histológicos com 5µm de 
8a 8b 8c 
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espessura foram corados pela técnica histoquímica de hematoxilina e 
eosina (HE), azul de toluidina e picro sirus.  
 
4.10.1 Histoquímica 
 
 
4.4.10.1.1 Técnica de coloração por hematoxilina-eosina para análise 
de vasos sanguíneos 
 
As lâminas com cortes de 5µm encaminhadas para coloração 
histoquímica foram previamente desparafinizadas com xilol em três 
banhos, de cinco minutos, e hidratadas com concentrações decrescentes de 
álcool etílico, a 100%, 95%, 80%, 70%, e água. Para a coloração, as 
lâminas permaneceram 20 minutos imersas em Hematoxilina de Harry's, 
em seguida foram lavadas em água corrente por uma vez. Após isto, foram 
lavadas cinco segundos com diferenciador para hematoxilina, novamente 
em água corrente, por duas vezes em solução amoniacal por um minuto e 
em água corrente uma vez.  
Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em Eosina Y 1% em 
álcool etílico a 95% por cinco a sete minutos. Foi realizada bateria de 
montagem: duas vezes em álcool etílico a 95%, três vezes em álcool etílico 
a 100% e três vezes em xilol. A montagem foi efetuada em meio 
permanente (Ervmount- Erviegas). 
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4.10.1.2 Técnica de coloração azul de toluidina para análise de 
mastócitos 
 
  
Após a retirada das amostras, essas foram colocadas em formol 
tamponado a 10% até o momento do preparo das lâminas. Em seguida, as 
amostras foram desidratadas em soluções crescentes de álcool etílico a 70% 
e 90% por uma hora em cada solução. Em seguida passaram por seis 
banhos, de uma hora cada, na solução de álcool etílico a 100%. Após os 
banhos em álcool etílico a 100%, as amostras de pele foram diafanizadas 
em solução de álcool etílico/xilol 1:1 por uma hora, em seguida passaram 
por dois banhos de xilol puro; onde a duração do banho foi de uma hora, 
cada. 
 As amostras de pele foram retiradas do xilol e colocadas 
imediatamente em parafina líquida (60°C). Após o banho de parafina as 
amostras foram levadas a uma estufa a vácuo onde permaneceram por um 
período de duas horas. Posteriormente os blocos histológicos foram 
confeccionados. 
As amostras de pele inclusas nos blocos de parafina foram cortadas 
longitudinalmente em cortes semi-seriados com 5µm por meio de um 
micrótomo rotativo. Os cortes foram montados em lâminas histológicas 
com lamínulas sobre o tecido. Após serem montadas, todas as lâminas 
foram desparafinizadas e hidratadas novamente para serem confeccionadas 
para coloração de Azul de Toloidina para identificação dos mastócitos. 
 
4.10.1.3. Técnica para coloração em picro sirius  
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 As amostras foram colocadas em formol tamponado a 10% até o 
momento do preparo das lâminas. Em seguida, as amostras foram 
desidratadas em soluções crescentes de álcool etílico a 70% e 90% por uma 
hora em cada solução. Em seguida passaram por seis banhos, de uma hora 
cada, na solução de álcool etílico a 100%. Após os banhos em álcool etílico 
a 100%, as amostras de pele foram diafanizadas em solução de álcool 
etílico/xilol 1:1 por uma hora, em seguida passaram por dois banhos de 
xilol puro, com duração de uma hora, cada. As amostras de pele foram 
retiradas do xilol e colocadas imediatamente em parafina líquida (60°C). 
Após o banho de parafina as amostras foram levadas a uma estufa a vácuo 
onde permaneceram por um período de duas horas. Posteriormente, os 
blocos foram confeccionados para obtenção das lâminas histológicas. 
As amostras de pele inclusas nos blocos de parafina foram cortadas 
longitudinalmente em cortes semi-seriados com 5µm por meio de um 
micrótomo rotativo. O método de picro sirius baseia-se na característica do 
corante Sirius Red ser altamente ácido devido aos seis grupamentos 
sulfônicos que contém e ao fato de reagirem com os grupamentos amínicos 
das moléculas de lisina presentes no colágeno. De tal modo, que as 
moléculas do corante se dispõem paralelamente às moléculas de colágeno, 
orientadas, normalmente, em uma única direção.  
 
4.11 Análise morfométrica 
 
 
4.11.1 Hematoxilina-eosina e Azul de Toluidina 
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 Os cortes corados pela técnica de hematoxilina-eosina para análise 
de vasos sanguíneos e azul de toluidina para mastócitos. As lâminas foram 
classificadas por código, de modo a não se identificar os grupos do presente 
estudo (Apêndice 2). A obtenção das imagens foi realizada pela câmera 
(AxioCamMRC) acoplada ao microscópio AX10 da marca ZEISS. Foram 
obtidas quatro fotomicrografias da área da cicatriz, para cada lâmina, em 
aumento de 10 vezes (objetiva de 40x), com auxílio do Programa 
AxioVision Release 4.8.2 SP1 (Apêndice 3 e Apêndice 4). 
 Realizando a avaliação quantitativa para vasos sanguíneos e 
mastócitos, o avaliador não tinha conhecimento sobre qual grupo pertencia 
cada lâmina. Os dados foram anotados em tabelas elaboradas para cada 
grupo e realizada a soma dos quatro valores encontrados na análise de cada 
lâmina (Apêndice 5). 
 
 
4.11.2 Picro sirius  
 
 
Os cortes corados em picro sirius foram analisados no microscópio 
Axiolab, da marca Zeiss, com câmera AxioCam MRc e classificados por 
código, de maneira a não se identificar os grupos. Foi obtida uma 
fotomicrografia da área da cicatriz em aumento de 10 vezes (objetiva de 
10x) para cada lâmina, logo após as imagens foram analisadas no programa 
ImageJ. A imagem resultante pode ser dividida em cinco ou seis 
tonalidades diferentes de pixels, a partir da segmentação por clusters de 
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cor. A análise do histograma da nova imagem permite avaliar a frequência 
e a intensidade de cada grupo de cor (varia de 0 a 255), fornecendo a 
densidade de colágeno e a estimativa da sua intensidade de tom relativo à 
cor do fundo (Apêndice 6). Os dados foram anotados em tabelas elaboradas 
para cada grupo (Apêndice 7). 
 
 
4.12 Análise Estatística 
 
 
 Foi realizada uma análise descritiva da análise quantitativa de vasos 
e mastócitos, dispostas em tabelas de frequência, segundo os grupos e 
períodos. Logo após, foi realizada uma análise inferencial, utilizando o 
modelo de análise de variância com dois fatores fixos para avaliar a 
diferença entre as medidas feitas nos grupos e períodos estudados.  
Os dados obtidos das análises quantitativas de colágeno total foram 
expressos em Média ± Desvio Padrão (DP). Os grupos foram comparados 
por meio do teste para análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste 
de Tukey para observar se ocorreram diferenças entre os grupos. O nível de 
significância para a rejeição da hipótese nula foi de p ≤ 0,05. Foi utilizado 
o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California USA). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
RESULTADOS 
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5. RESULTADOS 
 
 A estatística descritiva para vasos e mastócitos está apresentada na 
Tabela 1 e Tabela 2.  
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
Tempo 
Grupo Média    Desvio-padrão Mínimo Máximo 
3 
GS 17,40        10,55 6,00 34,00 
GLV 10,20       7,45 2,00 23,00 
GLIV 10,89       7,49 3,00 28,00 
7 
GS 14,11       10,46 3,00 39,00 
GLV 21,50       19,48 4,00 62,00 
GLIV 14,70       9,23 3,00 32,00 
14 
GS 16,60       9,92 6,00 32,00 
GLV 17,10        15,74 2,00 51,00 
GLIV 13,22        10,33 1,00 26,00 
TABELA 1 – Medidas descritivas da variável  vasos sanguíneos, segundo 
os grupos (GS, GLV e GLIV) e períodos (3, 7 e 14 dias). 
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Para avaliar a diferença entre as medidas realizadas nos grupos e 
períodos, com relação às variáveis vasos e mastócitos, empregou-se o 
modelo de análise de variância com dois fatores fixos. As observações dos 
resultados, apresentados na tabela a seguir, permitem afirmar que não 
houve diferença com relação aos grupos e períodos para as variáveis 
estudadas (TABELA 3). 
 
 
  
Variáveis Grupo       Tempo      Interação (Grupo, Tempo) 
       Vasos 0,330     0,972 0,740 
    Mastócitos 0,107     0,771 0,253 
Tempo Grupo Média Desvio-padrão Mínimo Máximo 
3 
 GS   16,50          10,98    3,00  44,00 
GLV   8,40          5,15    0,00  18,00 
GLIV  7,56          4,33    2,00 14,00 
7 
 GS   5,00           2,35    1,00   8,00 
GLV   6,10           7,50    0,00  26,00 
GLIV   4,90           3,75    0,00  13,00 
14 
 GS  12,30           7,45    3,00   25,00 
GLV   7,30           5,44    2,00   20,00 
GLIV  12,33          13,44    0,00   45,00 
TABELA 2 – Medidas descritivas da variável  mastócitos, segundo os grupos 
(GS, GLV e GLIV) e períodos (3, 7 e 14 dias). 
 
TABELA 3 – Resultados da aplicação do modelo de análise de variância 
para as variáveis-resposta vasos sanguíneos e mastócitos. 
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Na tabela 4 está apresentada a análise descritiva para avaliação dos 
grupos GS, GLV e GLIV, segundo a birrefringência do colágeno total em 
valores percentuais nos períodos de 3, 7 e 14 dias.  
 
 
 
  
GS (%) 
  
GLV (%) 
  
GLIV (%) 
 
 
       3 dias    7 dias   14 dias        3 dias 7 dias 14 dias   3 dias 7 dias 14 dias 
 
       11,62   7,61 19,32       5,75 5,38 3,34     3,8 4,18 2,17 
 
       9,97   7,96 8,83       9,3 7,85 9,83   2,49 3,13 6,7 
 
      10,27  12,94 21,74       7,46 3,76 9,5  1,08 8,89 4,95 
 
      14,46   7,92 14,97       4,43 4,52 7,72  5,95 6,97 4,06 
 
      5,73   2,82 9,26       4,09 9,25 5,75  5,09 2,11 4,02 
 X    10,41   7,85 14,82       6,20 6,15 7,22  3,68 5,05 4,38 
 DP   2,82   3,20 5,19       1,94 2,07 2,42  1,75 2,51 1,47 
 
 
Quando comparados os períodos de avaliação (3, 7 e 14 dias) dentro 
de cada subgrupo estudado, somente houve diferença significante no GS, 
sendo observado um aumento do colágeno total no GS 14º, quando 
comparado com o subgrupo GS 3º e GS 7º.  
Já na comparação entre os grupos houve uma diminuição significante 
do GLV 14º e GLIV 14º em relação ao GS 14º, porém não houve diferença 
significante entre o GLV 14º e GLIV 14º, conforme demonstrado na tabela 
4.  
 
                       
                         
TABELA 4 – Resultados da avaliação do colágeno total em valores percentuais 
para os grupos (GS, GLV e GLIV) e períodos (3,7 e 14 dias). 
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6. Discussão 
 
Os comprimentos de onda que abrangem o espectro vermelho e 
infravermelho são os mais pesquisados (GAL et al., 2006; SILVA et al. 
2006; AL-WATBAN et al. 2007; AKYOL & GÜNGÖRMÜS, 2010). No 
que concerne ao espectro vermelho e infravermelho, estudos in vitro têm 
demonstrado que doses mais elevadas e aplicadas repetidas e seguidas 
vezes possuem efeito inibitório na proliferação celular, sobretudo de 
fibroblastos (LEV-TOV et al., 2013-a; LEV-TOV et al., 2013-b 
HOURELD & ABRAHAMSE, 2008). Esses achados motivaram a 
realização do presente estudo a fim de investigar se tal comportamento 
inibitório seria observado no modelo in vivo, com aplicação da LLLT 
previamente a uma incisão cutânea, uma vez que não foram encontrados 
estudos nesse sentido nas buscas realizadas. 
O rato é muito utilizado como modelo animal em estudos que 
envolvem cicatrização de pele e de retalhos (LIEBANO et al., 2008; 
PINFILDI et al., 2009; BORBA et al.,2010; WOOD et al., 2010; 
NISHIOKA et al., 2012; BONATTI et al., 2013), uma vantagem para fins 
comparativos. Além disso, trata-se de animal de pequeno porte e de simples 
manuseio quando comparado a outros modelos com animais de porte 
maior. 
Assim, o presente estudo utilizou o modelo experimental de 
cicatrização de pele em ferida incisional em ratos, o que auxilia o 
esclarecimento de mecanismos fisiológicos, para perspectivas de estudos 
clínicos. Além disso, o uso desse animal para estudos como este, possibilita 
comparações com resultados obtidos na literatura, facilitando o 
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desenvolvimento da investigação (PINFILDI et al., 2005; PRADO et al., 
2009).  
 O modelo experimental ideal para o estudo da cicatrização de pele é 
o porcino, sobretudo com relação a cicatrizes fibroproliferativas (ZHU et 
al., 2007; RAMOS, GRAGNANI, FERREIRA, 2008) pela semelhança do 
seu tecido cutâneo com o humano. Entretanto, é um animal que exige 
maior disponibilidade de espaço e recursos. A pesquisa experimental prévia 
com ratos pode abrir perspectivas para realização de estudos com porcos 
com delineamento mais específico, permitindo avaliar parâmetros 
histológicos do processo de cicatrização que não poderiam ser avaliados da 
mesma forma no humano. 
 Para a realização da ferida incisional foram adotados alguns 
parâmetros, como escolha da região, tipo de depilação, modelo de ferida e 
uso de gabaritos. A escolha da região dorsal do rato para realização do 
estudo foi baseada em estudos prévios como o de PINFILDI et al. (2005), 
REZENDE et al. (2007), BORBA et al.(2010), BONATTI et al.(2013), por 
se tratar de uma região de fácil acesso para os pesquisadores, além de evitar 
que o animal a alcance ou faça autofagia na região da ferida. A depilação 
digital foi o método adotado para remoção dos pelos da região dorsal dos 
ratos com base em diversos estudos, como os de, PINFILDI et al. (2005), 
LIEBANO et al. (2008), BORBA et al.(2010), NISHIOKA et al. (2012), 
BONATTI et al. (2013),  entre outros.  
 No que se refere ao modelo de ferida, o excisional é o mais utilizado 
para análise de infiltrado inflamatório pela técnica de coloração 
Hematoxilina e Eosina, além da contração da ferida (CORAZZA et 
al.,2007; REZENDE et al., 2008; ADAMSKAYA et al., 2010; HEGDE et 
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al., 2011). Entretanto, no presente estudo, foi estudada a ferida incisional, 
que é utilizada na prática clínica durante procedimentos cirúrgicos 
(YAZUKAWA et al., 2007; AKYOL et al., 2010; BORBA et al.,2010; 
BONATTI et al., 2013), sobretudo na área de Cirurgia Plástica, o que 
motivou a escolha desse modelo de ferida.  
 Com relação ao uso de gabaritos de acetato em diversas etapas da 
fase experimental, eles permitem realizar os procedimentos de modo 
uniforme e reprodutível, minimizando o risco de erros de posicionamentos 
e medidas (PINLFILDI et al.,2005; PINLFILDI et al.,2008; COSTA et al., 
2010; NISHIOKA et al., 2012; BONATTI et al, 2013).  
Outro aspecto importante a ser observado no delineamento da 
pesquisa é o fato de que a literatura apresenta diversos estudos 
autocontrolados com fototerapia em cicatrização em pele de ratos, com 
duas ou mais feridas no mesmo animal, sendo uma(s) irradiada(s) e outra(s) 
não (SILVA et al., 2006;YASUKAWA,2007;GÜNGÖRMÜS & AKYOL, 
2009; AKYOL & GÜNGÖRMÜS, 2010). Isso vai de encontro ao possível 
efeito sistêmico da LLLT relatado por RODRIGO et al. (2009). Para evitar 
esse viés, neste estudo foi utilizada apenas uma ferida por animal e o grupo 
simulação, no qual foi provocada a mesma ferida incisional dos grupos 
experimentais (descrita no delineamento), mas tendo sido exposto à 
simulação da LLLT, com a caneta desligada.  
Seguindo a padronização dos procedimentos realizados, para 
aplicação de laser nos animais, foi utilizada a técnica pontual com contato e 
perpendicular à região irradiada, conforme observado nos estudos mais 
recentes com LLLT (PILFILDI et al.,2008; WOOD et al.,2010; SILVEIRA 
et al., 2011;PECCIN et al., 2012; BONATTI et al., 2013). Para assegurar 
que a caneta permanecesse nessas condições, durante todo o período de 
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irradiação, foi utilizado um suporte para apoio da caneta do laser. 
Importante notar que, na prática clínica, o fisioterapeuta segura a caneta, o 
que pode implicar em variação de posição do feixe de luz por conta da 
fadiga muscular que pode ocorrer quando o tempo de terapia é longo (como 
no caso do presente estudo). 
Os comprimentos de onda acima de 500nm são amplamente 
utilizados para estimular a cicatrização, sobretudo nas faixas do vermelho e 
do infravermelho (SILVA et al., 2009). Sabe-se que o mecanismo de ação 
da fototerapia depende do comprimento de onda utilizado e da energia total 
ofertada (FAROUK et al., 2007; HOURELD & ABRAHAMSE, 2008; 
GONÇALVES et al., 2013), que influenciam diretamente no metabolismo 
mitocondrial, agindo em cromóforos da membrana e da cadeia respiratória  
(KARU, 2005; BONATTI et al., 2011) e modulando diversos mecanismos 
biológicos como proliferação celular (fibroblastos, células endoteliais), 
síntese de colágeno e matriz extracelular (REZENDE et al., 2008; 
GÜRGÖRMUS et al., 2009;HEGDE et al., 2011; AKYOL et al., 2010).  
 Nesse sentido, há relatos na literatura, de estudos in vitro, de que o 
comprimento de onda vermelho e infravermelho, além do efeito 
estimulatório no processo cicatricial, pode ainda exercer efeito inibitório 
(WEBB & DYSON, 2003; LEV-TOV et al.,2013-a; LEV-TOV et al.,2013-
b). Já para estudo in vivo, observou-se que uma energia alta de 60J, no 
comprimento de onda infravermelho, aplicada por cinco dias consecutivos 
em ferida incisional em ratos, foi eficiente no aumento do retardo óptico 
das fibras de colágeno da cicatriz e pele adjacente e reduziu colágeno do 
tipo I no 70 e 140 dia de avaliação (BONATTI et al, 2013). Entretanto, não 
foram encontrados na literatura estudos in vivo que descrevessem a 
aplicação da LLLT no período pré-operatório de ferida incisional, 
utilizando alta energia. O que poderia ter relevância clínica no tratamento e 
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prevenção de cicatrizes fibroproliferativas, caracterizadas pelo aumento da 
quantidade e expressão dos fibroblastos (HOCHMAN et al.,2005). Este 
fato motivou a escolha do comprimento de onda vermelho e infravermelho. 
 Além do comprimento de onda, a quantidade de energia também é 
um fator preponderante na resposta celular. Um dos fatores que contribui 
para convergência e entendimento da quantidade de energia empregada no 
tecido é o parâmetro energia total (E), atualmente discutido e analisado em 
estudos com LLLT. Quando se discute energia total ou energia, considera-
se que E=P (potência de saída em mW) x Tempo de aplicação(ões), o que 
determina toda a energia entregue ao tecido, ou seja, representa a 
quantidade total de excitação que uma biomolécula pode efetivamente 
alcançar, no caso, a quantidade total de energia ofertada ao tecido (KARU, 
2005; TUMILTYet al., 2010). Em meio a tantos outros parâmetros a serem 
aplicados para que ocorra a resposta tecidual esperada, como densidade de 
energia (DE), densidade de potência (DP) e área de feixe, somados à 
diversidade de equipamentos e de descrição de metodologia dos estudos 
com fototerapia, foi preconizado neste estudo o uso da energia total para 
fins comparativos com outras pesquisas. 
 Com relação aos parâmetros citados, empregou-se, no presente 
estudo, a energia total de 60J, conforme estudo de BONATTI et al., (2013), 
maior dose encontrada em estudo realizado in vivo, até o início da fase 
experimental do presente estudo.  
 Visto que não foi encontrado na literatura estudo onde tenha sido 
realizada aplicação da LLLT previamente a uma incisão, o tempo de 
aplicação por cinco dias consecutivos foi padronizado de acordo com 
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tempo de aplicação utilizada por BONATTI et al., (2013), in vivo, em 
ferida incisional, utilizando alta energia.  
Com relação à avaliação de vasos sanguíneos, não houve diferença 
significativa para o tempo de avaliação no período de 3, 7 e 14 dias em 
cada subgrupo. Assim como, ao comparar os grupos GS, GLV e GLIV, a 
análise também não revelou diferença significativa nos tempos de 
avaliação. Esses resultados podem ter sido encontrados devido ao laser ter 
sido aplicado no período pré-operatório de uma incisão e com alta energia 
(60J). Já no estudo de BONATTI et al. (2013), que utilizou as mesmas 
doses do presente estudo, foi observado que o número de vasos foi menor 
no 14º dia, quando comparado ao 7º dia de avaliação, após a utilização de 
baixa (1,5J) e alta energia (60J) em ferida incisional. Apesar do presente 
estudo não ter observado um aumento significante  na quantidade de vasos, 
pode-se inferir que houve uma perfusão microvascular na área de 
aplicação, apesar de não ter sido o objetivo de estudo. Visto que, KUBOTA 
& OHSHIRO (1996), após avaliação com Laser Doppler em retalho 
cutâneo, relatam que a LLLT (830nm), com DE 36J/cm2, após 30 minutos 
de irradiação, apresenta um aumento significante da perfusão 
microvascular.  No estudo de PEREIRA et al. (2010), foi observado que 
existe uma tendência para a promoção da vasodilatação, quando aplicado o 
laser de 670nm, 4J/cm2, na ferida incisional, apesar de não ter sido 
observado diferença significativa com relação a quantidade de vasos 
sanguíneos, nos intervalos de 0h, 6h, 12h, 24h e no 3º dia de avaliação. 
Utilizando outro recurso biofísico, BORBA et al. (2011) observaram 
que a estimulação elétrica, de polaridade positiva, com aplicação única no 
período pré-operatório de uma incisão, promove o maior número de vasos 
D i s c u s s ã o  | 43 
 
neoformados quando comparado ao grupo controle, não apresentando 
diferença no 14º dia de avaliação.  
 Com relação à avaliação de mastócitos, não houve diferença 
significativa para o tempo de avaliação no período de 3, 7 e 14 dias em 
cada subgrupo. Assim como, ao comparar os grupos GS, GLV e GLIV, a 
análise também não revelou diferença significativa nos tempos de 
avaliação, demonstrando que a aplicação da LLLT previamente a uma 
incisão não altera a quantidade de mastócitos quando comparado ao padrão 
fisiológico, o que difere dos achados de PINFILDI et al. (2009) que 
observaram aumento significante na  quantidade de mastócitos, quando 
realizada a aplicação da LLLT (670nm) e energia de 8,64J, em um único 
ponto, porém este estudo foi realizado em retalho musculocutâneo 
transverso do músculo reto do abdome. PINFILDI et al. (2014) em outro 
estudo realizado, observaram um aumento significativo da quantidade de 
mastócitos, no período de observação de 12h, 24h e 3 dias nos grupos que 
receberam estimulação com LLLT (830nm), porém este estudo foi 
realizado em ruptura parcial em tendão de Aquiles e utilizando uma energia 
baixa de 1,12J, o que difere do presente estudo. Apesar de não termos 
observado um aumento na quantidade de mastócitos em relação ao padrão 
fisiológico, como nos estudos acima citados com aplicação da LLLT no 
pós-operatório e utilizando uma energia baixa, este achado pode ser um 
resultado relevante, visto que segundo BERGLUND et al. (2010) o 
aumento da quantidade de mastócitos pode contribuir para o 
desenvolvimento de fibroses e, por conseguinte, o aparecimento de 
cicatrizes hipertróficas, contraturas em cápsulas articulares, entre outros.  
No presente estudo foi observado que o grupo simulação, nos três 
períodos avaliados, comportou-se dentro do padrão fisiológico, sendo que  
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no 14º dia foi encontrada uma concentração maior de colágeno total 
quando comparado aos subgrupos do 3º e 7º dias avaliados. Já os grupos 
irradiados com laser vermelho e infravermelho não apresentaram o mesmo 
padrão de comportamento. De acordo com o exposto acima, pode-se inferir 
que os grupos submetidos ao tratamento com a LLLT, apresentaram 
alteração na formação do colágeno total quando comparado ao fisiológico. 
O que corrobora com o estudo de BONATTI et al. (2013) que realizaram 
um estudo in vivo, e observaram que energia alta de 60J, no comprimento 
de onda infravermelho, aplicada por 5 dias consecutivos em ferida 
incisional em ratos, aumentou o retardo óptico das fibras de colágeno da 
cicatriz e pele adjacente e reduziu a quantidade de colágeno do tipo I no 70 
e 140 dia de avaliação. 
Além disso, esses grupos apresentaram um tecido com menos 
birrefringência, sugerindo, portanto, que a área da cicatriz apresentava 
maior presença de colágeno imaturo. Com relação aos resultados 
encontrados, pode-se inferir que a LLLT, quando aplicada por cinco dias na 
pele íntegra no período pré-incisional, pode promover mudanças no 
percurso da cicatrização. Alguns autores, que realizaram estudos in vivo, 
observaram mudanças no tecido epitelial íntegro quando aplicado um 
recurso biofísico, ou seja, foi observado que o tecido apresenta uma 
resposta fisiológica quando exposto a estímulos externos, como no estudo 
de HOCHMAN et al. (2014), que observaram aumento da substância P, 
quando realizada aplicação única do laser infravermelho, com energia alta 
de 40J. Já VISNARDI et al. (2007) observaram  desorganização das fibras 
de colágeno em toda a derme, a nível papilar e reticular, quando aplicado o 
ultrassom em pele íntegra de ratos. Corroborando com o autor citado 
acima, DE BEM et al. (2010) também observaram que o ultrassom em 
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doses maiores, quando aplicado em pele íntegra, gera alterações na 
epiderme e derme, respectivamente, aumentando a espessura e a 
proliferação com adelgaçamento das fibras colágenas.  
Sendo assim, as relevantes reduções do colágeno constatadas neste 
estudo corroboram com os relatos do efeito dose-dependente e cumulativo 
da LLLT (HAWKINS & ABRAHAMSE, 2006; HOURELD & 
ABRAHAMSE, 2008; GONÇALVES et al., 2010), em que não foram 
observadas diferenças em nível celular, mas na síntese de colágeno total, 
inibida diante da alta dosagem e dias consecutivos de aplicação da 
irradiação. Esse achado pode ser relevante para tratamento de cicatrizes 
hipertróficas e queloide, entretanto quando se pretende estimular a síntese 
da matriz extracelular (MEC) é conveniente considerar não só a dose 
aplicada, mas também os intervalos entre cada sessão da fototerapia.  
 
Perspectivas 
 
▪ Realização de estudos experimentais com delineamento semelhante em 
porcos;  
▪ Estudos experimentais com outras variações de parâmetros como doses, 
período, dias, aplicação única e aplicação múltipla; 
▪ Estudos experimentais com outros comprimentos de onda em alta 
dosagem (superiores a 60J) para avaliação de birrefringência e 
quantificação de colágeno tipo I e tipo III por imunohistoquímica; 
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▪ Estudos clínicos com aplicação da LLLT no espectro vermelho e 
infravermelho com avaliação pré e pós-operatória;  
▪ Estudos clínicos em pacientes portadores de cicatrizes fibroproliferativas 
no pré-operatório: realização de LLLT vermelha e infravermelha para 
avaliação histológica da pele e da cicatriz a serem excisadas. 
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7. CONCLUSÃO 
 
 
 
 
 
A Terapia Laser de Baixa Intensidade, no período pré-incisional na 
cicatrização em pele de ratos, diminui a quantidade de colágeno total no 
140 dia. 
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ABSTRACT 
 
Introduction: The healing process involves biochemical and physiological 
phenomena, any imbalance can results in changes in the scar. Objective: 
To evaluate the Low Level Laser Therapy in preoperative period of healing 
in the skin of rats. Methods: Were used 90 rats distributed in three groups: 
Simulation Group (SG); Red Laser Group (RLG) and Infrared Laser Group 
(ILG), the groups were subdivided into three subgroups, corresponding to 
3rd, 7th and 14th days of evaluation. The SG has not received treatment, 
RLG and ILG 60J energy per point, time 600s. Samples were stained by 
hematoxylin-eosin for identification of vessels, toluidine blue to mast cells 
and picro sirus to total collagen. It was applied the two-factor Anova test 
and Tukey test for comparison of the groups and periods. Being pinned p ≤ 
0.05 the level of rejection of the null hypothesis. Results: There was no 
significant difference regarding the amount of vessels and mast cells 
between the groups and evaluation periods. There was a significant 
difference in the evaluation of picro sirus, SG 14th showed a higher 
concentration of total collagen when compared to SG 3rd and SG 7th.  
RLG 14th and ILG 14th showed overall decrease in total collagen when 
compared to SG 14th. Conclusion: Low Level Laser Therapy in 
preoperative period of healing in rat skin decreases the amount of total 
collagen. 
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APÊNDICE 1  
 Randomização dos animais. 
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APÊNDICE 2  
Classificação por códigos das lâminas. 
 
GRUPOS CÓDIGOS 
GLV - 14 M 
GS -14 N 
GLIV - 3 O 
GLV - 3 P 
GLV - 7 S 
GLIV - 7 T 
GS - 7 X 
GLIV -14 V 
GS - 3 Z 
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APÊNDICE 3 
 
Fotomicrografias das lâminas coradas com Hematoxilina-Eosina dos 
grupos do estudo. 
GS 3° 
GS 7° 
GS 14° 
GLV 3° 
GLV 7° 
GLV 14° 
GLIV 3° 
GLIV 7° 
GLIV 14° 
Fotomicrografia da avaliação de vasos sanguíneos corado com Hematoxilina-Eosina 
dos grupos do estudo e seus respectivos períodos de avaliação 3°, 7° e 14° dias. GS: 
grupo simulação; GLV: grupo laser vermelho; GLIV: grupo laser infravermelho. As 
setas representam a área da cicatriz. Objetiva de 200X. 
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APÊNDICE 4 
Fotomicrografias das lâminas coradas com Azul de Toluidina dos grupos 
do estudo. 
 
GS 3° 
GS 7° 
GS 14° 
GLV 3° 
GLV 7° 
GLV 14° 
GLIV 3° 
GLIV 7° 
GLIV 14° 
Fotomicrografia da avaliação de mastócitos corado com Azul de Toluidina dos 
grupos do estudo e seus respectivos períodos de avaliação 3°, 7° e 14° dias. GS: 
grupo simulação; GLV: grupo laser vermelho; GLIV: grupo laser infravermelho. As 
setas representam a área da cicatriz. Objetiva de 200X. 
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APÊNDICE 5 
 
 Modelo utilizado para descrição das avaliações de vasos sanguíneos e 
mastócitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VASOS 
     CÓDIGO DO GRUPO FOTO 1 FOTO 2 FOTO 3 FOTO 4 TOTAL  
M1     
   M2     
   M3     
   M4     
   M5     
   M6     
   M7     
   M8     
   M9     
   M10     
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APÊNDICE 6 
   
 Fotomicrografias das lâminas coradas por picro sirus dos grupos do 
estudo. 
 
Fotomicrografia da avaliação de picro sirus dos grupos do estudo e seus respectivos 
períodos de avaliação 3°, 7° e 14° dias. GS: grupo simulação; GLV: grupo laser 
vermelho; GLIV: grupo laser infravermelho. As setas representam a área da cicatriz. 
Objetiva de 100X. 
GS 3° 
GS 7° 
GS 14° 
GLV 3° 
GLV 7° 
GLV 14° 
GLIV 3° 
GLIV 7° 
GLIV 14° 
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APÊNDICE 7 
 
 Modelo utilizado para descrição das avaliações de  
picro Sirius. 
 
 
 
 
PICROSIRIUS 
  CÓDIGO DO GRUPO AUSÊNCIA - 0 PRESENÇA - 1 
M1     
M2     
M3     
M4     
M5     
M6     
M7     
M8     
M9     
M10     
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ANEXO 1  
 
Aceite do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO 2 
 Laudo Técnico da aferição do aparelho de LLLT utilizado no estudo 
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